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0. TTTOLO 



Microrganismi inattivati comprendenti sostanze solubili e/o solubilizzabili ad 



I attivita farmacologica e/o sostanze nutrizionali ad attivita f armacologica, 
[ processo per la loro preparazione e loro uso. 



L RIASSUNTO 



Sono descritti microrganismi inattivati comprendenti agentl farmacologicamente 
attivi per I'organismo umano o animale..' E • irioitre descritto un processo per la 
preparazione di detti organismi e. il loro uso, come farmaci, integratori o . so- 
stanze nutrizionali in genere nell ' alimentaziorie sia umana che animale. 
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Campo deirinvenzione 

La presente invenzione-- riguarda microrganismi Inattivati compnendenti 
sostanze solubilr e/o solubilizzabill aventi attivltd farmacologica e/o 
sostanze nutrizionali ad attivitS farmacologica chp:^yengQnp assorbiti 
nella circolazione sistemica deirorganismo*?umano o animale. E' 
descritto un processo per la loro preparazione e il loro usO'i> 
State della tecnica 

I composti generalmente noti come sostanze solubili e/o solubilizzabili 
aventi attivita farmacologica e le sostanze nutrizionali aventi attivita 
farmacologica si riferiscono ad agenti attivl e/o sostanze che 
necessitano, per esplicare la loro attivita, di penetrare nella circolazione 
sistemica dell'organismo animale o umano. 

Le sostanze solubili e/o solubilizzabili ad attivitd^ farmacologica 
comprendono. ad esempio, farmaci in genere e vaccini 
Le sostanze nutrizionali ad attivita farmacologica comprendono, ad 
esempio vitamine, amino acidi, ed integrator! alimentari in genere. ecc. 
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Le sostanze farmacologicamente attive e le sostanze nutrizlonali 
farmacologicamente attive che prevedono la somministrazione orale 
necessitano di arrivare in forma Integra ed attiva a livello deirintestino e 
di poter essere correttamente processati, penetrare nel circolo sistemicx) 
ed esplicare la loro funzione farmacologica o nutritiva in maniera 
efficace. 

La somministrazione orale di farmaci presenta divers! seri problem!, 
come: emesi risultante dairirritazione della mucosa gastrointestinale. 
distruzione di alcuni farmac! da parte degli enzim! digestlvi o a causa del 
basso pH gastrico, irregolaritd neH'assorbimento 6 nella peristals! in 
presenza di cibo o d! altri farmaci, inoltre i farmaci nel tratto 
gastrointestinale possono essere metabolizzat! da enzim! della mucosa, 
dalla flora intestinale o dal fegato prima di raggiungere la circolazione 
generale. 

In particolare, Tampio intervallo di pH che si incontra nel tratto 
gastrointestinale pu6 influenzare la velocita di assorbimento, aiterando 
le concentrazioni relative di forme ionizzate e forme non ionizzate. 
Quindi. i farmaci e gli agenti nutrizionalmente attivi somministrati per via 
orale presentano it serio problema che durante il passaggio nel tratto 
gastrico possano perdere del tutto o parzialmente la loro efficacia 
farmacologica e/o attivitd nutrizionaie o che la loro biodisponibilitd in 
circolo ne venga compromessa. 

Un ulteriore problema § quelle della termostabilitd degli agenti attivi. 
Infatti, una modalita di somministrazione di detti agenti attivi consiste nel 
mescolarii con degli alimenti, per facilitame ringerimento da parte 
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dell'uomo o deH'animale. Molte preparazioni alimentari richiedono, al 
momento delta somministrazione, il riscaldamento (in alcuni casi anche 
la bollitura), e questo comporta, dl conseguenza. la denaturazlone o 
termo-lnattivazione di quegli agent! attlvi termolabili. 
Inoltre, I farmaci ed I nutrienti-dotati dl spiccate caratteristiche di idrofilia 
(solubility in acqua), quali ad esempio le vitamine C, B12. moiti antibiotici 
ed antibatterici, non possono essere somministrati In specie animali 
ittiche a causa della lore solubility nel mezzo acquoso, anche se 
miscelati a nutrienti. 

Esiste quindi un problema tecnico nell'arte che consiste nel fornire al 
tratto sistemico dell'organismo animale p umano composti attivi, come 
agenti farmacologicamente e/o nutrizionalmente , attiyi ingeriti ,pen. via 
orale, che mantengano -w- in ~ forma inalterata'^Je ; propne > capacity 
famnaceutiche o nutritive^ evitandb cos1«». gii inconvenienti dovuti 
all'attraversamento del tratto gastrico. Inoltrevevitare che tali agenti attlvi 
possano alterarsi durante ia preparazione prima della somministrazione. 
La domanda di brevetto EP 0 899326 descrive I'uso di un lievito per il 
trasporto e la liberazione di enzimi digestivi esogeni nello stomaco- 
L'aggiunta di enzimi esogeni nello stomaco risulta importante soprattutto 
nel caso di animali sottoposti ad iperalimentazione ed a trattamenti 
farmacologicamente intensi, a scope preventivo, in quanto digeriscono il 
cibo e i farmaci. Inoltre, i microrganismi cost, ottenuti^possono essere* 
mescolati nelle composizioni alimentari ed iniziare la pre-digestione di 
queste composizioni nel tratto gastrico. 

Come risulta chiaro, il metodo descritto in EP 0 899326 si rivolge alia 
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protezione esclusivamente di enzimi digestivi (cioe sostanze che no 
sono farmacologicamente o nutrizionalmente attive) e alia I 
liberazione nello stomaco, e quindi al loro uso come adiuvanti dl alimen 
o farmaci in eccesso per facilitare la digestione di tali sostanze nutritive o 
farmaci. 

Al contrario, il problema che la presente invenzione intende risolvere e 
quelle di trasportare agenti attivi (agenti farmacologicamente e 
nutrizionalmente attivi) in forma protetta fino airintestino, cioe al sito di 
penetrazione nel circolo sistemico ed evitare che, fino a quel momento, 
essi vengano modificati. inattivati o anche parzialmente digeriti da enzimi 
digestivi e dalPambiente gastrico. 
Sommario dellMnvenzIone 

Gli autori della presente invenzione hanno risolto quest! problemi tecnici 
e hanno realizzato dei microrganismi inattivati comprendenti sostanze 
solubili e/o solubilizzabill ad attivita farmacologica (agenti 
farmacologicamente attivi) e/o sostanze nutrizionali ad attivita 
farmacologica (agenti nutrizionalmente attivi). Detti microrganismi cosi 
modificati vengono utilizzati per proteggere detti agenti attivi durante il 
loro passaggio nello stomaco ed a trasportare e rilasciare neH'intestino 
detti agenti attivi i quali vengono cos) assorbiti dalla circolazione 
sistemica deH'animale o dell'uomo. 

Secondo un primo aspetto, pertanto, la presente invenzione si riferisce a 
microrganismi inattivati comprendenti sostanze solubili e/o solubilizzabill 
ad attivitd farmacologica e/o sostanze nutrizionali ad attivita 
farmacologica, come ad esempio farmaci o vaccini, agenti 
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nutrizionalmente attivi in genere, vitamine, amino acidi, ecc. 
Secondo un altro aspetto, Tinvenzlone si riferisce ad un processo per la 
preparazione di microrganismi inattivati secx)ndo I'invenzione 
comprendente le fasi*di:^ 

i) fuQriusclta»^ della . nnassa endocellulare di un opportunoi^ 
microrganismo mediante trattamento iperosmotico; 

ii) eventuale inattivazione del microrganismo ottenuto alia fase i) 
per via chimica o fisica, lasciando inalterata la membrana 

. . . _^^e^jg.m.ajdj@l,ix)iGrL^ — ^ 

iii) inserimento intracellulare di uno o piii sostanze solubili e/o 
solybilizzabili^ad<^dttiyita^farmaGoJogiGa>^e/o sostanze «nutni2i©naili^ 
ad attivitd farmacoiogicg nel microrganismo inattivato ott^uto 
alio stadid^i*) p^ii) raediarite^i^^^^ 

Secondo una ulterioreTeali^^azior)ef^n€ill§¥aseH) aw 

della massa endoGellulaFe^^pep^mezzo difiiinassoiuzioneJn cui I'ipertomieitdis;;: 

e data dal principio farmacologicamente attivo. 

Secondo ancora una ulteriore realizzazione, I'invenzione si riferisce ad 
un processo in cui Tintroduzione del principio attivo nel microrganismo 
awiene in presenza di soluzione isotonica nella fase (I) del processo. 
Secondo un ulteriore caratteristica, Tinvenzlone si riferisce all'uso di 
microrganismi inattivati^^gecondo I'invenzione nellialimentazlone umana o 
animate o anche Gomeicomponenti diimamgimi"© premix^*^ 
La presente invenzione, inoltre, si riferisce ad una composizione 
comprendente una quantita efRcace di uno o piu tipi di organismi 
preparati secondo I'invenzione. 
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Descrizione dettagliata dell'lnvenzione 

La presente invenzione consente la somministrazione, per via orale, di 
sostanze solubili e/o solubilizzabili ad attivita farmacologica e/o sostanze 
nutrizionali ad attivita farmacologica. incorporati alPintemo delle pareti 
cellulari di microrganismi inattivati, ossia "uccisi", in grado di proteggeme 
le caratteristiche strutturall e di attivita. Gli agenti attivi cosl protetti 
arrivano a livello deirintestino e una volta liberati entrano nel circolo 
sistemico e quindi possono esplicare la propria attivita. 
Microrganismi 

I microrganismi utilizzati nel processo secondo la presente invenzione 
devono essere microrganismi con buona reslstenza a stress chimici e 
chimico-fisici. Detti microrganismi possono venire selezionati anche in 
base alle caratteristiche di affinita e tollerabilitd nel confronti degli 
organismi ospiti. 

Tra i microrganismi noti e reperibili commercialmente, risulta ad esempio 
preferito 11 lievito Saccfiaromyces cerevisiae, avente caratteristiche di 
resistenza strutturale all'attacco di agenti chimici e chimico-fisici. In 
grado di raggiungere Inalterato Tintestino, dove awiene la llberazlone 
degli agenti attivi secondo Tinvenzione e questi vengono assunti nella 
circolazione sistemica dell'organlsmo animale o umano. 
Alcuni microrganismi che possono essere utilizzati sono, ad esempio 
quelll normalmente abitatori della microflora intestmale quail Bacillus 
subtilis e Lactobacillus sp., facilmente reperibili in commercio. 
Possono anche essere utiHzzati i cosi detti microrganismi 'Volgari". 
isolati da materiale fecale umano, appartenenti alia flora intestinale 
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cosiddetta "buona", oppure da materiale ruminale, enterico o fecale 
delta flora intestinale "buona" e di altre fonti delle diverse specie 
animali di allevamento. Uisolamento awiene secondo metodologie 
note nello stato dell'arte. per sviluppo della microflopa in colturardi 
nutriente e successiva selezione delle colonle^^^sulla -base delle^lor© * 
caratteristiche morfologiche e tassonomiche. La caratterizzazione dei 
ceppi isolati awiene secondo metodologie comunemente uttlizzate, 
ad esempio dairanalisi della colorazione di Gram, del comportamento 
jlieiabpJ IcQi^dellap^ 
caratteristiche nutritive. 

Ulteriori microrganispni vantaggipsamente utilizzabill nel processo*)^ 
deirinvenziorie, nonch6 alcune delle loro fonti; sono riportati in 
Biochemical Engineering and Biotechnology Handbook, B. Atkinson e F. 
Mavituna Edsr 1991, MacMillan Pubh, Cap. 6.1, 6.7 e 9.5. 
Aaenti attivi 

Le sostanze solubili e/o solubilizzabili ad attivitd farmacologica e le 
sostanze nutrizionali ad attivitd farmacologica secondo Tinvenzione. 
vengono defmiti come segue. 

Le sostanze solubili e/o solubilizzabili ad attivitd farmacologica secondo 
rinvenzione comprendono, ad esempio tutte le sostanze farmaceutiche, 
antibiotieiv^ antib'aftericir^ ormonir antiinfiammatoriv« antivirali. antifumgiinh 
antiparassitariv^ ed"^altrir e waGcini»purGh6 solubiltMe/ov solubilizzabili, ^^in^^r 
mezzo acquoso. 

Le sostanze nutrizionali ad attivita farmacologica comprendono ad 
esempio vitamine, amino acidi, integrator! alimentarl di varia natura, 

8 
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principi attivi di origine vegetale e/o le sostanze conosciute come 
"neutriceuticals" (neutriceutici), ad esempio, bioflavonoidi come la 
quercetina sodica, la catechina, I'isocatechina, i flavani, le cianine, i 
polifenoli. I polialcoli alifatici. il resveratrolo, i Tacido Iperico, i rutinoidi, 
ecc. 

Processo di oreparazione 

La preparazione dei microrganismi inattivati comprendenti sostanze 
solubili e/o solubilizzabill e/o sostanze nutrizionali ad attivitS 
farmacologica second© Tinvenzione comprendente le fasi di: 

1) fuoriuscita (svuotamento) della massa endocellulare di un 

opportune microrganismo mediante trattamento iperosmotico; 
il) eventuale Inattlvazione del microrganismo ottenuto alia fase i) 
per via chimica o fisica, lasciando inalterata la membrane 
esterna del microrganismo stesso; 
iii) inserimento intracellulare di uno o piO sostanze solubili e/o 
solubilizzabili ad attivita farmacologica e/o sostanze nutrizionali 
ad attivita farmacologicai nel microrganismo inattivato ottenuto 
alio stadio i) o ii) mediante trattamento ipo- o isoosmotico. 
Prima della fase di svuotamento (i), i microrganismi possono venire fatti 
crescere in opportuni fermentatori, secondo i metodi e le condizioni noti 
nello state dell'arte, separando la massa microrganica dal mezzo di 
coltura alia fine della fase di crescita, mediante filtrazione o 
centrifugazione. Un esempio delle condizioni operative sono riportate in 
Biochemical Engineering and Biotechnology Handbook, B. Atkinson e F. 
Mavituna Eds.. 1991, MacMillan PubL, Cap. 6.7. 

9 
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Nella fase (i) di svuotamento. la massa endocellulare viene fatta 
fuoriuscire dalle pareti cellulari microrganiche mediante trattamento 
iperosmotico di "spremitura" del microrganismi ottenuti come sopra 
descritto. 

La fase (i) awiene per sospensiome della^ massa miGr©Fganica in una 

soluzione acquosa ipertonica. 

La soluzione acquosa ipertonica pud comprendenre: 

- NaCI in concentrazioni superior! a 0,2M, preferibilmente 2,0M; 

airallargamento del pori di membrana; pur non essendo strettamente 
indispensabile r e ;^sennpji:ejK«megn,04ri&cheN4ici :^sia^^ citrato.4^ diTarsodio^ in - 
concentrazioni da 0,03^;;0,07M, prefembiimente^O,05M?: 
Preferibilmente, la»suddettai*soluzione ipertdniea^comprende^'4. Na©!:" 
2,0M, citrato di sodio O^SM"*' 

Eventualmente puo-^essere^aggiunto^un^opportuno agentejantibatterico,. 
oppure polifosfati o para-benzoati. 

La sospensione cosi ottenuta viene quindi mantenuta sotto 
agitazione ad una temperatura compresa tra 2 e 8**C, preferibilmente a 
4X, per un periodo variabile da 2 ore a 4 giorni, preferibilmente 72 
ore, ottenendo la spremitura dei microrganismi, in quanto il 
contenuto endocellulare^-vieme estnuso^neUmezzo ipertomicGv 
I microorganismi'- cosW svuotati«i^e 'i«^^ridottt«rall^sole«^paretiiiGelitilaF^ 
risultano piCi piccoli del normale ed i pori di membrana risultano 
allargati; essi possono venire separati dalla massa endocellulare 
fuoriuscita nel mezzo di sospensione mediante tecniche note nello 
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stato dell'arte, e preferibilmente mediante filtrazione o centrifugazione. 
II controllo dello svuotamento delle pareti microrganiche pu6 venire 
agevolmente eseguito mediante valutazione microscopica morfologica 
delle pareti stesse. che devono risultare rimpicciolite e raggrinzite. 
Terminata la fase di svuotamento, il mezzo di sospensione (i.e. il 
tampone ipertonico ed il contenuto endocellulare fuoriusclto) pu6 
venire separate dai microrganismi svuotati mediante centrifugazione 
a 8.000-12.000 rpm. preferibilmente 10.000 rpm. 

I centrifugati possono essere eventualmente lavati. In particolare. sono 
utilizzati negli esempi neila aliquota utilizzata come controllo analitico 
della quantity di principio attlvo incorporate 

Nella fase (ii). i microrganismi svuotati della massa endocellulare 
possono venire inattivati, ossia uccisi, mediante opportuni trattamenti 
chimici o fisici. Tale trattamento puo non essere necessario per alcuni 
microrganismi, in quanto II trattamento Ipertonico (i) si dimostra in 
moltl casi gIS sufficiente ad inattlvare le cellule. Pertanto, tale fase (ii) 
pub venire condotta dopo aver preventivamente verificato lo stato di 
inattivazione del microrganismi ottenuti dalla fase (I). 
Tra i metodi chimici preferibilmente utilizzati per microrganismi aventi 
pareti cellulari facilmente degradabill ai calore. possono essere utilizzati 
i trattamenti con sostanze disinfettanti ad esempio la formalina, in 
concentrazioni di 0,05-0,2 mg/l, per un tempo di 2-12 ore, 
preferibilmente alia concentrazione di 0,1 mg/l, per un tempo di 6-8 ore. 
Tale inattivazione chimica pu6 awenire anche durante la fase 
precedente di svuotamento, per aggiunta alia soluzione ipertonica delle 

11 



1918PTIT Notarbartolo & Gervasi S.p.A. 

suddette sostanze disinfettanti. 

I trattamenti fisici comprendono preferibilmente I'esposizione a raggi 
UV e I'inattivazione termica. per riscaldamento della sospensione 
ottenuta dalla fase (i) ad una'«temperatura ^compresa'^'tra- 55 e 65"©^ 
preferibilmente 60°C, ed ^isolaindo infine i microrganismi inattivatMper-^ 
concentrazione e filtrazione» 

Tale trattamento puo essere effettuato anche all'lnizio della fase (ili) 
dl reinserimento Intracellulare in mezzo ipo- o isotonico. In tale caso, I 
microrganismi s vuotati ottenuti dalla fase. _ (i) vengonQ^.^sospesUin^i.i na 
parte del mezzo ipo- o isotonico contenente le sostanze da 
reincorporare e la miscela cosi .ottenuta _viene quinjdi , scaldata alle-^ 
condizloni sopra riportate|*dopo-=^raffreddamento a 2-8°C. preferibilmente 
4''C, si aggijjFigevla'«rimanenteTiparte^del mezzo *ipo=. o isotonieo e isi^ 
procede allarfaseiidi-^inserimentdSjintracelluilar^jiGome'desGPitte-allaifase 
(iii). 

Le condizioni di inattivazione devono essere tali da non provocate 
alterazioni della struttura parietale del microrganismo e pertanto vanno 
scelte in funzione delle caratteristiche di resistenza del microrganismo 
stesso. II controllo del grado dl Inattivazione delle cellule microrganiche 
al termine della fase (ii) pu6 venire effettuato mediante prove di coltura, 
come segue:- una- piccola .-,aliqti0ta di cellule microrganiche trattaite 
vengono' - ris©spese-in partei<»della'-««massa^ endoeellulare- previament^MP^ 
estratta. dope dialisi della stessa per I'eliminazione del sali e dopo, 
quando necessario, aver ristabilito I'isotonicit^.. Quando le cellule hanno 
riacquistato la forma originaria, 1g o 1ml circa della lore sospensione 
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viene inoculato in un mezzo di crescita selettivo (15-25ml circa di brodo 
di crescita) e sono lasciate in incubazione (a 37°C circa per i batteri; a 
25**C circa nel caso di miceti) per 36-48 ore. Poiche questa prima fase 
pu6 non essere sufficiente a restituire totalmente vitality al 
microrganismo. la semina pud venire ripetuta per ulteriori trapianti 
successivi (preferibilmente 3), utilizzando il brodo ottenuto dai primo 
stadio. Eventual! process! di crescita sono controllati analizzando la 
concentrazlone delle colonie present!, mediante analisi turbid imetrica, 
o al microscopio (su vetrino dopo colorazione), o mediante Tuso di conta 
colonie. 

Nella fase (iii) si ha Tinserimento intracellulare, nelle cellule 
microrganiche inattivate, di uno o piu degli agent! attiv! secondo 
Tinvenzione, mediante trattamento d! dette cellule inattivate in una 
sospensione acquosa ipo- o isotonica contenente agent! 
farmacologicamente e/o nutrizionalmente attivi, sotto leggera 
agitazione, per un periodo sufficiente a consentire il reincorporo del 
materiale nelle cellule, preferibilmente compreso tra 4 ore e 4 giomi, 
preferibilmente 72 ore. ad una temperatura compresa tra 2 e 8, 
preferibilmente a 4**C. 

La soluzione acquosa ipotonica comprende preferibilmente: 

- NaCI in concentrazioni inferiori a 0,1 2M: 

- eventualmente, citrato di sodio in concentrazioni inferiori a 0,025M; 
Preferibilmente, la suddetta soluzione ipotonica comprende NaCI 
0.05M, citrato di sodio 0,005M. 

Eventualmente, puo essere aggiunto un opportuno agente antibatterico, 

13 
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oppure polifosfati o para-benzoati. 

La soluzione acquosa isotonica sara preferibimente una soluzione di 
NaCI avente concentrazione 0,9% (p/v), eventualmente comprendente 
anche basse Goneentrazieni di sodiO'©itrat©»da.0.01*'a'«0.05M^% 
Preferibilmenter*la ^.soluzione Msotonica secondoH'invenzione"«d una>^ 
soluzione di NaGI 0,9%"eomprendete sodio citrate 0,025M.' 
Durante roperazione di reinserlmento intracellulare, con soluzione 
ipotonica, si sospendono le cellule (biomassa) nel mezzo ipotonico 
.■gfeQP.Pd.QjJjJAie.pzi.ojae...GompFendenteHl-prinBlpio"('agent^^^^ 
secondo I'invenzione da far assorbire airintemo dei microrganismi 
inattivati. . 

Si seguita ad- aggiungere Tfentamente Na€l alia -soluzipne- fino- al 
raggiungimento-^deilla^otoniciil^llk 

Con questo <trattanDemtO;»ui mici^rganismi riaequistandv*la lord fonfia 
originaria. II contr©llo'*del*riass©rbiment© pudnS/enlre^eondotto mediante^il* 
controllo della quantity di agente attivo ancora presente nella 
sospensione acquosa. 

Per quanto riguarda I'operazione di reinserimento intracellulare, con la 
soluzione isotonica, si sospendono le cellule (biomassa) nel mezzo 
isotonico secondo I'invenzione, comprendente il principio (agente) o i 
principi attivi«>^se6®nd© - I'lnvenzione^^vda far assorbiFe^^ airinteFno del-' 
microrganismi - inattivatii^ che«'riaequistan0«;«la .Jor©> fopma«^origifliaria» 
controllo del riassorbimento pud venire condotto mediante il controllo 
della quantita di agente attivo ancora presente nella sospensione 
acquosa isotonica. 

14 
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Secondo un'altra realizzazione, la spremitura della fase (i) viene 

realizzata utilizzando ripertonicita deiragente attivo. In questo caso, si 

prepara un agente farmacologicamente o nutrizionalmente attivo 

secondo Tinverizione in forma ipertonica. L'agente attivo ipertonico viene 

aggiunto, eventualmente in presenza di citrato sodico alia soluzione 

comprendente microrganismi e si ottiene lo svuotamento della 

componente endocellulare dalla cellula (niicrorganismo). 

A questo punto, dopo eventuate inattivazione chimico-fisica dei 

microrganismi (fase II), si diluisce la soluzione ipertonica fino a portaria a 

valori di ipo- o isotonicit^i (fase III), permettendo I'ingresso deiragente 

attivo nella cellula ed il rigonfiamento di quest* ultima. 

II vantaggio di questa procedura altematlva e che tutte le operazioni 

vengono effettuate nello stesso mezzo (nello stesso contenitore). 

I valori delle sostanze che penetrano nella cellula sono particolarmente 

efficient! ed equivalehti in entrambe le due realizzazioni. 

Secondo una ulteriore realizzazione Tintroduzlone del principio attivo 

secondo Tinvenzione nel microrganismo awiene in presenza di una 

soluzione isotonica secondo le seguenti fasi: 

1) si inattiva il microrganismo per via dermica, ad esempio a 60-65 '^C 
per 30-120 min., preferibilmente a 65**C per 30 min.; 

2) si risospendono le cellule inattivate in mezzo isotonico di NaCI 
contenente il principio attivo da incorporare; 

3) si lascia sotto agitazione per 48-72 ore nelle stesse condizioni degli 
altri esempi 

4) al termine si centrifuga, come negli altri esempi; 

15 
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Una volta terminato I'ingresso dell'agente attivo nella cellula, secondo I 
processi della presente invenzione, e eventualmente possibile 
aggiungere una soluzione tampone. come stabilizzante per le cellule 
(dei port di meiinbKaPia').>.e quiindi fermaiie*© llmitare-la perdita«(»fu©riusGita))fe 
deH'agente- attivo dalla cellula. 

II tampone-utili^at© potrS essere una sospensione comprendere, per 
esennpio, formaldeide o glutaraldeide. 

Alternativamente, la stabilizzazione dei pori di membrana delle cellule 

pu o essere effett uata medl^ nte trattamento pfir_ tfimperfltiira-.(.fin?-es^<;^, , 

per 30-120min, preferibilmente 60). 

I niicrorganismiottenuti.daila.fas%,(jii)-pos.sonQAYenirei^ 

preferibilmente^media^mte^filtrazione, lini^ a«pic(X)n .Volun^i»di 

Isotonico, oppure possonci" venire > usMli dirMaimenJe** per \aw 

soniministrazione»0.inell^lip5epacazi0B,eidi«eonfip^^^^ oppiiifg^ 

separati per centr!ifi!ig§.z.ione dal'!mezz0.««fe. 

I microrganismi possono venire separati dal mezzo di crescita per 
flltrazione o centrifugazione. recuperando il supernatante. II 
supernatante viene quindi concentrate e gli agenti attivi di interesse 
possono venire recuperati medlante precipltazione salina con solfato 
di ammonio, come descritto da Robert K. Scopes in Protein Purification, 
Principles-and Pr^ctieev Cap. 3/ pag.= .39^§g?. Ed: Springer-Verlag'.^New ~ 
York Incv; 1982711 pFeeipitate-pF®teie0> pud^venlFe«Hquindr;S'sep.aFato«perN»' 
flltrazione, risospeso in acqua e sottoposto a dialisi con taglio 
molecolare a 2.000/5.000 Daltons contro acqua. per 48 ore, operando a 
freddo. 

16 
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Dopo rassunzione dei microrganismi dell'invenzione da parte deiruSip 
o deiranimale, attraverso gli alimenti o 11 mangime. in fase^^^ " 
metabolizzazlone a livello intestinale, la frammentazlone delle pareti 
cellulari del microrganismo porta alia liberazione degli agenti attivi 
incorporati in esso. Gli agenti attivi cosi protetti, non essendo a contatto 
con fattori inattivanti esterni, mantengono inalterate le loro proprieta 
originarie. 

Costituisce un ulteriore oggetto della presente invenzione Tuso dei 
suddetti microrganismi inattivati contenenti agenti attivi in campo 
alimentare, sia umano che veterinario, e preferibilmente In zootecnia, 
neH'allevamento di animali da reddito. 

Infine, costituiscono ulteriore oggetto della presente invenzione delle 
composizioni alimentari, utilizzabili neiralimentazione sia umana che 
veterinaria, comprendenti uno o plu microrganismi inattivati arricchiti dl 
agenti attivi secondo I'lnvenzione, come sopra descritto, in associazione 
con alimenti convenzionali ed eventualmente in presenza di opportuni 
eccipienti e/o diluenti. La quantity di microrganismi da somministrare 
varia a seconda della specie animate trattata, della dieta seguita, dello 
stato di salute generate degli animali e delle condlzioni di allevamento, 
ed e preferibilmente compresa tra 0.1 e 20 g/kg di mangime nell'animale 
da allevamento, e da 0,1 a 5 g/giorno nell'uomo. Per i poll!, i 
microrganismi dell'invenzione vengono preferibilmente somministrati in 
quantita compresa tra 30 e 70 mg/giorno. 

Le suddette composizioni sono preferibilmente utilizzate in campo 
zootecnico, in forma di premix o mangimi; infatti, le pareti cellulari del 
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microrganismi sono in grado di proteggere le caratteristiche strutturali 
e di attivita degli agenti attivi in esse contenuti, sia in fase di 
preparazione della miscela che durante il transito di essa attraverso 
Tapparato gastricQ. 

E' stato trovato che gli agenti^attivi'*inseriti neiwmicrorganisnrii second©»^> 
rinvenzione risultano particolarmente stabili alia temperatura e quindi 
sono particolarmente adatti a preparazioni che richiedono il 
riscaldamento della composizione. Questo risulta importante, ad 
-^esempiOr-ReUGas0-in-Gui-l-agenti*attivo*venga*nrie'st5^^ 
e prima deiringerimento da parte deiruomo o animale, questa miscela 
alimentare venga risoaldata o portata^airebollizione. 
In particolare. come ^riportato nelllEsBmpip-5,-^si ^e visto che -Tacido^ 
ascorbico contenuto nel rmicronganismo^prppa/ato^secondo Tinvenzione^ 
risulta termostabile>>^anehe a '12Q^';C; mentre^e noto'ln letteratura che^ 
I'acido ascorbico tale e quale si denatura facilmente a temperature^molt0»c 
piu basse. 
Parte sperimentale 

La presente invenzione verr^ ora descritta secondo particolari 
realizzazioni negli Esempi che seguono. 
Esempio 1 

Lieviti modifieati per la ineerporazione di acido aseorbicQ 
Fase I) - 30 g di«pasta4di^lievjtdfi(contementi»^10 g di lievito^seeeo»)t:rdi ? 
Saccaromyches cerevisiae, disponibile commercialmente, vengono 
sospesi in 170 g di una soluzione ipertonica di NaCI 2,0M (116,88 g/l di 
sodio cloruro e 29,41 g/l di trisodio citrato 2H2O) e mantenuti a 25''C per 
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6 ore sotto leggere agitazione. 

Fase II) - Le cellule risultano gia inattivate dal trattamento iperosmotico 
della fase I) e quindi non e stata necessaria una ulteriore inattivazione 
mediante sistemi chimico-fisici. 

Fase III) - Dalla sospensione ottenuta alia fase I) viene prelevata una 
aliquota dl 80 g e questa viene centrifugata a 4000 giri/min per 15 
minuti. Si lava il centrifugato ottenuto con 80 ml dl soluzione isotonica di 
acido ascorbico (59.4 g/l), si recuperano le cellule che vengono riportate 
a 80 g con soluzione isotonica di acido ascorbico. 
Si mantiene la sospensione per 6 ore a 25''C sotto leggera agitazione. 
Le cellule ottenute possono essere conservate sino al momento deiruso 
o testate per ia quantita di acido ascorbico che e penetrate nelle cellule. 
Test analitico delle sospensioni ottenute 

Le sospensioni come precedentemente ottenute sono state testate per 
verificare la quantita di acido ascorbico che si 6 accumulate nelle cellule. 
Fase IV) - La sospensione ottenuta alia fase III) viene centrifugata a 
10000 girl. II centrifugato viene lavato 2 volte con soluzione isotonica dl 
sodio cloruro (0,9%) mantenendola in sospensione. 
Fase V) - II centrifugato viene portato a 80g con la soluzione ipertonica 
(NaCI 2,0M) usata per la fase I). Per completare la spremitura osmotica 
si mantiene la sospensione sotto leggera agitazione per 6 ore a 25''C. 
Fase VI) - Si determina I'acldo ascorbico presente in ciascuna soluzione 
per HPLC. 

Fase VII) - Determinazione della vitalitd delle cellule 

Si precede con una piccola parte (1 g) del centrifugato ottenuto nella 
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fase IV) per gli accertamenti della vitalita delle cellule, utilizzando la 
tecnica microblologica di fermentazlone di saccarosio in soluzione 
isotonica al 9,25% e la conta dei germi vitali con Platecourt agar. Si usa 
11 metodo di controMe^dellas^VO (T5tal«Viable»Cen 

descritti nei test! di microbiologia normalmente consultati-?. come ad«^ 
esempio net Berkley's Manual, e nel Davis, Dulbecco, Trattato di 
Microbiologia (Piccin Ed. Padova). 
Non ho altri dati sottomano ma dovreste averli in ufficio 

Batra o a ri titatwrfpysva^^ —~ 

Fase I Trattamento con soluzione 
ipertonicor^ 



• Prova^-, 


cepF^ > 


soluzione 


cofjcentr'.^ 


tempo^. 


temperatura 




S76jer:gyisiaet 


gp^, ipefjQntco 


NaCi 








PS^ata [g] */ 


Peseta, [g] 


[%F 




rci 


1NC-A 


15,00^- 


185:00 ^ 


11;69v. 


6 


25 . 



*/ Pesata sul tal quale, perditd di essiccamento 63.40% 



Fase III Trattamento con soluzione isotonica di acido ascorbico 



Prova 


centrifugato 


lavato oon 


centrifugato 


aggiunto 


tempo 


temperatura 






ac.asco isot. 




ac.asco isoL 




temnostatato 




Pesata [g] 


Pesata [g] .,^ 


Pesata [g] 


Pesata [g] . 


(ore], v- 


rci 


1NCnA 


9.31'^ 


70.69ft^ 


12.48li^ 




6 


25 



Fase IV Lavaggio con soluzione isotonica NaCI (0,9%) 



Prova 


centrifugato 


lavato-lcon 


centrifugato 


lavato-2 con 


centrifugato 


lavato-3con 
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NaCI isot 




NaCI isot 




NaCI isotlg 




Pesata [g] 


Pesata [g] 


Pesata [g] 


Pesata [g] 


Pesata [g] 


Pesata [g]^ 


INCrA 


.10.2 


69.80 


10,37 ... 


69,63 


10,27 





Fase V Trattamento con soluzione ipertonica per liberate Vascorbato 
incorporato 



Prova 


centrifugato 


soluzione 


centrifugato 


tempo 


temperatura 








ipertonico ad 






termostatato 






Pesata [g] 


Pesata [g] 


Pesata [g] 


[ore! . 






1NC-A 


10.27 




8.68 


6 


25 




Elaborazione dati analitici di HPLC 

soluz. finale 


acque di lavaggio 


Area Std. 




Standard m 


1NC-C-A 


1NC-1-A 


1NC-2-A 




2751.177 


area 


2755,622 


1945,303 


2780,081 


245,6809 




2757,986 


Diluizlone 


0.000500 


0,9000 


0.0200 


0,0200 




2757,705 


mg/ml 


69,4 


0,02330 


1,49818 


0.13240 






Peso liquldo 




76,00 










Peso lievlto 




4,00 









Valoh riscontrati nolle soluzioni ipertonici finali e nel relativo 
lavaggio precedente con soluzione fisiotogica di sodio cloruro 



soluz. finale 



aoque di lavaggio 



mg C/ml 


0,023 


1,498 


0,132 
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mgC/g*) 


0,443 









*) la quantity di acascorbico liberato da 1g di tievito sul secco per spremitura osmotica 
6 stato evidenziato in grassetto. 

Fase VII Risultati deUe^a^^^^ 





Prove-* 


femrientaz^ 


fermentaz. 


lieviti vivi 


lieviti^^vi^ 


contollomt 








saccarosio* 


saccarosio* 


N* U.F.C. 


N* U. F. C. 


micro- 








dopo 24 h 


dopo 1 sett 


dopo 24 h 


dopo 1 sett 


scopioo 






1NC-A 


negativo 













/* concentrazione SaccardiBio 9,25% (isotonico) 



Esempio 2^ 

UevHimodificaUperMinmi!PJSrsi2i§nedi.0^^ 
Fase I) - 30?g,£ll pasja^^li Mllevit€ri6((X)nte1n,eratldlO# 'jlNli^v^^ 
Saccharomyces » cerevi^iae^ d isp^,njibir<§' *icoriiirnercialiiiii.enter vengG.n©"t^ 
sospesi In 170 g di una solDzione ipertbnica 'di 'NaGr2,0M*(1 t6.88"§/l"^i^ 
sodio cloruro e 29,41 g/l di trisodio citrato 2H2O) e mantenuti a 25''C per 
6 ore sotto leggere agitazione. 

Fase II) - Le cellule risultano gid inattivate dal trattamento Iperosmotico 
della fase I) e quindi non 6 stata necessaria una ulteriore inattivazione 
medianteosistemi chi'nnie0sfisiGit» 

Fase III) - Dalla»sospensioneHOtte'nuta.allaifefaseiil»)»§ stataf-prelevataauina 
aliquota da*<80 g 'e •questaikviem'eirGeratfifirgajtaaLa-<^€^ 
minuti. Si lava 11 centrifugato con 80 ml di soluzione isotonica di 
ossltetraciclina HCI (32.6 g/l) e acido citrico (27,6 g/l), si recuperano le 
cellule che vengono riportate a 80 g con soluzione isotonica come 
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sopra. Si mantengono le sospensioni per 6 ore a 25°C sotto leggera 
agitazione. 

Le cellule ottenute possono essere conservate sino al momento deil'uso 
o testate per la quantity dl ossltetraciclina che 6 penetrato nelle cellule. 
Test analitico delle sospensioni ottenute 

La sospenslone come precedentemente ottenuta d stata testata per 
verificare la quantita di ossitetracicllna che si e accumulata nelle cellule. 
Fase IV) - La sospenslone ottenuta nella fase III) viene centrlfugata a 
10000 giri. li centrifugato viene lavato 2 volte con soluzione isotonica di 
sodio cloruro (0,9%) mantenenddia in sospenslone per 10 minuti prima 
della centrifugazione. 

Fase V) - II centrifugato viene quindi portato a 80 g con la soluzione 
ipertonica (NaCI 2,0M) usata per la fase I). Per completare la spremitura 
osmotica si mantiene la sospenslone sotto leggera agitazione per 6 ore 
a25''C. 

Fase VI) - Si determina i'ossitetraciclina HCI presente in ciascuna 
soluzione per HPLC. 

Fase VII) - Determinazione della vitality delle cellule 
Si precede con una piccola parte (1 g) del centrifugato ottenuto nella 
fase IV) per gli accertamenti della vitality delle cellule, utllizzando la 
tecnica microbiologica di fermentazione di saccarosio in soluzione 
isotonica a. 9.25% e la conta del gemii vltali con Platecourt agar. 

Dati auantitativi tProva 2NO-A) 
Fase I Trattamento con soluzione ipertonica 



Prova 


ceppo 


soluzione 


Concentr. 


tenripo 


temperatura 
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S.Cerevisiae 


ipertonioo 


NaCt 








Pesata [g]V 


Pesata (g] 


[%1 


(ore) 


rc) 




30,00 


170,00 


11.69 


6 


25 



*i Perdita dkessiCGamento»63.40%f^ 



Fase III Ttattament&ft^ cont^ soluzione isotoniea^ 
contenente osssitetraciclina HCI e acido 
Citrico 





Prova 


centrifugato 


lavato con 


Centrifugato 


aggiunto 


tempo 


temperat 
ura 










ossitetradcl. 




ossitetradcl. 




termostat 
ato 






Pesata.{g]. 


^PesataH[g] V 


Pesata [g] ^ 


Pesata^g) ^ 


[ore] *);^. 






' 9.34- 


70.66 


13.07'"" 


66*93'^ 


6^ 


25:s 



*/soluzione4sotonicg .a)ntenente;3r26!%';di oissite.tcgpidin^^HCl.e 2,7.6%tdi.addPfdjGi]cibiiii 



Fase IV Lavaggiq'^con'*soluziohe?'isot6mG^ NSOt(0f9%y'^ 



Prova* 


centrifugato^ 


- tavatiolconMrf 


Centrifugatoii 


; lavato^2'Oon 


centrifCigatpHB 


rlavato-3 
con 






NaCI isot 




NaCI isot 




NaCI 
isot. 




Pesata [g] 


Pesata [g] 


Pesata [g] 


Pesata [g] 


Pesata [g] 


Pesata 

[g] 




14.40 


65.60 


13,79 


66,21 


13.10 





Fase V Trattamento^p con soluzione ipetMonico^^ perr^^ liberate 
I'ossitetFacicliria^^- 



Prova 


centrifugato 


soluzione 


centrifugato 


tenipo 


tennperatura 






ipertonioo ad 






termostatato 
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Pesata [g] 


Pesata [g] 


Pesata [g] 


[ore] 


rci 




13.10 




9.05 


6 


25 



Fase VI Elaborazione dati analitici di HPLC 
Prova : 2NO-A 

soluz. finale 



acque di lavaggio 



Area Std. 




Standard m 










480.0892 


area 


480,6342 


3308.995 


696.7409 


271.191 




481,285 


Diluizione 


0.001 


0,900 


0.020 


0,020 




480.5278 


- mg/ml 


32.6 


0.249 


2.363 


0,920 






Peso liquido 




76.00 










Peso lievito 




4.00 









Valori riscontrati nelte soluzioni ipertonid Unali e nei relaU)n 
lavaggi precedent! con soluzione Hsiologica disodio ctomro 
soluz. finale aoque di lavaggio 



mg O/ ml 


0,249 


2.363 


0.920 




mgO/g*) 


4,738 









*) la quantitd dl ossitetraddina liberate da 1g di lievito sul secco per spremitura osmotica 
6 stato evidenziato in grassetto. 

Fase VII Risultati delle attivita biologiche 



Prova 


femientaz. 


fermentaz. 


lieviti vivi 


lieviti vivi 


oontollo 




saccarosio* 


saccarosio* 


N- U. F. C. 


N' U. F. C. 


mlcro- 




dopo 24 h 


dopo 1 sett. 


dopo 24 h 


dopo 1 sett 


soopioo 




negative 
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r concentrazione Saccarosio 9.25% (isotonico) 

Esempio 3 

Lieviti modificati.per la 'incorpo/^ziofne'^^dhsulfidimetossina^sodic^ 
Fase I) - 30*g di pasta di 1ievitor*(contenentM0 g di^ 
Saccharomyces cerevisiae, disponibile commercial mente, vengono 
sospesi in 170 g di una soluzione ipertonica di NaCI 2,0M (116,88 g/l di 
sodio cloruro e 29,41 g/l di trisodio citrato 2H2O) e mantenuti a 25*'C per 
6 ore^siottioJeg 

Fase II) - Le cellule risultano gi^ inattivate dal trattamento iperosmotico 
della fase I) e qujndi«ro©in^6 stata-necessaria«una»*ultefi0Fe-^inattiv 
mediante sistemi^ehimico-fislei?!:;^, 

Fase III) - Dalla sospemsione'ottenuta alta^fas^^^^ f ii3pi;eJey^4Cjn^a'^aljA^ 
di 80 g e qu.estawviene^entrifulgata^ a .4000'^iri/min. p§r^«15 minuU.^Sir 
lava il centrif ugato^con^.80Nimhdi^solU'Zione-^is©t©niGaxdi -isulfidimetossinask 
sodica (51,7 g/l), si recuperano le cellule che vengono riportate a 80 g 
con soluzione isotonica di sulfidimetossina sodica e sodio citrato 
0,025M. Si mantiene la sospensione per 6 ore a 25**C sotto leggera 
agitazione. 

Le cellule ottenute possdno essere conservate sino al momento dell'uso 
o testate per la -quantity di sulfadimetossina*-^nche-«e penetrata nelle^ 
cellule^* 

Test analitico delle sospensioni ottenute 

La sospensione come precedentemente ottenuta e stata testata per 
verificare la quantita di sulfadimetossina sodica che si e accumulata 
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nelle cellule. 

Fase IV) - La sospensione della fase III) viene centrifugata a 10000 giri. 
II centrifugato viene lavato 2 volte con soluzione isotonica di sodio 
cloruro (0,9%) mantenendola in sospensione per 10 minuti prima della 
centrifugazlone. 

Fase V) - II centrifugato viene quindi portato a 80g con la soluzione 
ipertonica (NaCI 2,0M) usata per la fase I). Per completare la spremitura 
osmotica si mantengono le sospensioni sotto leggera agitazione per 6 
ore a 25°C. 

Fase VI) - Si determina la sulfadlmetossina sodica presente In ciascuna 
soluzione per HPLC. 

Fase VII) - Determinaziohe della vitality delle cellule 
Si precede con una piccola parte (1 g) del centrifugato ottenuto nella 
fase IV) per gli accertamenti della vitality delle cellule, utilizzando la 
tecnica microbiologica di fermentazione di saccarosio in soluzione 
isotonica a, 9,25% e la conta dei germi vitali con Platecourt agar. 
Dati quantitatlvl (prova 3NS1-A) 
Fase I Trattamento con soluzione ipertonica 



Prova 


ceppo 


soluzione 


cx)ncentr. 


tempo 


temperatura 




S.Cerevistae 


ipertonico 


NaCI 








Pesata [g]*/ 


Pesata [g] 


I%] 


lore] 


rc] 




30.00 


170.00 


11.69 


6 


25 



V Pesata sul tal quale, perdltd di essiocamento 63,40% 

Fase III Trattamento con soluzion isotonica di sulfadim tossina sodica 



Prova 


centrifugat 


lavato oon 


centrifugato 


aggiunto 


tempo 


t mperatl 
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ura 






acasco isot 




acasco isot 




temriostat 
ato 




Pesata [g] 


Pesata [g] 


Pesata [g] 


Pesata [g] 


(ore] 


ro 




9.62^ 


70.38a^ 




67.58 


6 


25 



Fase IV Lavaggio con soluzione isotonica NaCI (0,9%) 



Prova 


centrifugato 


lavato-1con 


centrifugato 


lavato-2 con 


centrifugato 


lavato-3 
con 








Naa isot 




NaCI isot 




NaCI 
i§@t 






Pesata [g] 


Pesata [g] 


Pesata [g] 


Pesata [g] 


Pesata [g] 


Pesata 

[g] 






13,57?^^ 




13.32* 


" 66.68 ^" 


13.25' 







Fase V Trattamento con'^soluzipneVipf^rtiti^^ sulfadimetossina 
incorporata^ 



Prova ^ 


centrifOgatoy 


^ soluzione^ ^ 


oentrifij^ato«ii 


^ tempCiT 


temperatcira?^ 








ipertonico ad 






temnostatato 






Pesata [g] 


Pesata [g] 


Pesata [g] 


[ore] 


rc] 






13,25 




9,92 


6 


25 





Fase VI Elaborazione datii analitlcNdUMISlSC 

soluz9*finale »^ acque'di lavaggio^* 



Area'Std> 




StarSlapdsmw 










1740.617 


area 


1741.128 


2266.977 


2990,862 


285.2832 




1742,183 


Oiluizione 


0,001 


0,900 


0.020 


0,020 
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1740,585 


mg/ml 


51.7 


0.075 


4,440 


0.424 






Peso liquido 




76,00 






-J 




Peso lievito 




4.00 






' 



lavaggi precedent! con soluzione fisiologica di sodio clomro 
soluz. finale acque di lavaggio 



mg SI/ ml 


0.075 


4.440 


0,424 




mgS1/g*) 


1,421 









•)l 



i stato evidenziato in grassetto. 



Fase VII Risultati delle attivita biologiche 



Prova 


femnentaz. 


fermentaz. 


lieviti vivi 


lieviti vivi 






saccarosio* 


saccarosio* 


N' U. F. C. 


U. F. C. 


micro- 




dope 24 h. 


dopo 1 sett 


dopo 24 h 


dopo 1 sett 


scoploo 




negativo 











r concentrazione Saccarosio 9,25% (isotonioo) 



Esempio 4 

Lieviti modificati per incorporazione di sulfadimetossina sodica 
(ipertonicitS dovuta al farmaco) 

Fase I) - A 30 g di pasta di lievito (contenenti 20 g di acqua) di 
Saccharomyces cerevisiae, disponibile commercialmente, yengono 
aggiunti 3,32 g di sulfadimetossina sodica e 0,29 g di trisodio citrato 
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2H2O e 8.5 g di acqua sotto leggera agitazione. Si mantiene la 
sospensione ottenuta a 25*'C per 6 ore. 

Fase II) - Le cellule risultano gia inattivate e quindl e stata necessaria 
ulteriore inattivaz*ione^media^te»sistelmi«Ghimi60^f^siGk 
Fase III) - La sospensione^ottemuta'^aliar^fase l) viene dlluita^eon 30;6idi!»g 
di acqua distillata airisotonicita e si mantiene la sospensione sotto 
leggera agitazione per 6 ore a 25''C. 

Le cellule ottenute possono essere consen/ate sino al momento dell'uso 

0-testate»^per-^la--quantita'**-di-^sulfadinnetossina'-"ehe-^^ 

cellule. 

Test analitico dellaiisospensiofie^ettenutam 

Le sospensioni corne precedentecpenje-ottenute sojjo^state testate^per* 
verificare la qu^ntitjl^di ^suitaji^ijitetossifn^ tSQ^i^^^ 
nelle cellule. 

Fase IV) - Si diluisce,^per*^nriotivi analitiei^la^sospemsi0ne«<©^ 
fase III) con una soluzione isotonica di sulfadimetossina sodica (5,17%) 
a 200 g. Si preleva una aliquota di 80 g di sospensione. Si centrifuga a 
10000 giri la sospensione e si lava il centrifugato 2 volte con una 
soluzione isotonica di sodio cloruro (0,9%). Si agita la sospensione per 
10 minuti prima di ogni lavagglo. 

Fase V) - II centrifugato^-viene portato a SOg-con una^^soluzione ipertonieai, 
NaCI 2,0Mi1 1 6,88xg/J;idi3godi0«clonuFOre.£9»44«^g/^^ 
sotto leggera agitazione per 6 ore a 25''C. 

Fase VI) - Si determina la sulfadimetossina sodica presente in soluzione 
per HPLC. 
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I valori ottenuti sono simili a quelli ottenuti con TEsempio precedente. 
Fase VII) - Determinazione delta vitalita delle cellule 
Si procede con una piccola parte (1 g) del centrifugato ottenuto nella 
fase IV) per raccertamento della vitalita delle cellule, utilizzando la 
tecnica microbiologica di fermentazione di saccarosio in soluzione 
isotonica a. 9.25% e la conta dei germi vitali con Platecourt agar. 
Dati Quantltatlvl: (Prova 4NS1-A) 
Fase I Trattamento con soluzione ipertonica di suifadimetossina sodica 



Prova 


ceppo 


aggiunta 


aggiunta 


aggiunta 


concentr. 


tempo 


temp 
eratur 
a 




S.Cerevisiae 


sulfadim. 


Na-cttrato 


acqua 


sulfadim. 








Pesata [g]V 


Pesata (g] 


Pesata (g] 


Pesata [g] 


[%1 


[ore] 


rc) 




30.00 


3.32 


0.29 


8.50 


10.34 


6 


25 



V Pesata sul tal quale (contenenti 10 g di lievlto secco e 20 g di acqua) 

Fase ill Trattamento con soluzione isotonica di suifadimetossina sodica 



Prova 


aggiunta 


concentr. 


tempo 


temperatura 




aoqua 


sulfadim. 




termostatato 




Pesata [g] 


[%] 


tore] 


m 




30.61 


5.17 


6 


25 



per motivi analitict si diluisce la sospensione ottenuta nella fase 11 a 200 g con soluzione isotonica di sulfa- 
Dimetosslna sodica. Si prelevano 80 g di sospensione che viene centrifugata. 

Fase IV Lavaggio con soluzione isotonica di NaCI (0,9%) 



Prova 


centrifugato 


lavato-lcon 


centrifugato 


tavato-2 con 


centrifugato 


lavato-3 con 






NaCl is t 




NaCi isot 




NaCi isot 
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Pesata [g) 


Pesata (g] 


Pesata {g] 


Pesata [g] 


Pesata [g] 


Pesata [g] 




16.25 


63.75 


15.81 


64.19 


15.99 




Trattamento^ con soluzionem ipeistomea V per- liberate la 
sulfadimetossina incorporata^nellti'^cellulet^ . 


Prova 


centrifugato 


soluzione 


tempo 


tempera tura 


centrifugato 








ipertonioo ad 




termostatato 






Pesata [g] 


Pesata [g] 


lore] 


rc] 


Pesata [g] 










25 


1T.81 





Vsoluzione ipertonica (1 16,88 g/1 di sodio doruro e 29.41 g/1 di trisodio dtrato 2H20) 

Fase VI Eiabonazion.e'dati analitiei^dbMR^^ ^H: 

soluztufinale^^ 



acque di XeivagglQ^ 



Valori riscontrati nolle soluzioni ipertonici finali e nei relatM 
lavaggi prBcedehU^c^n^sbhzione'fisU^ogicaidhsodiOi^ 

soluz;^flnale*- acque di lavagglQi^vu 



mg-SI/^ml*** 


'0,066« 




0,27'm. 




fngSl/g*) 


1,255 









) la quantitd di sulfadimetossina liberate da 1g di lievito sut seooo per spremitura osmotica 
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Area Std. irik 




Stacidard^m>4 




. 4NS1-;1>A j« 


4NS'jli2-A«w. 




1779.899 


J area,. 


1782.36 


4049,225 


r2i7.9,098 


189?6448 




1783,757 


^'^Diluizlonem 


0,001000 


l^- 0,9000 


fl*^ 0,0200 


i o:02%Q 




1783,423 


mg/ml 


51.7 


0.06605 


3.74053 


0,27505 






Peso liquido 




76,00 










Peso lievito 




4.00 
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6 stato evidenziato In grassetto. 

Fase VII Risultati delle attivitd biologiche 



Prova 


fermentaz. 


fermentaz. 


lieviti vivi 


iieviti vivi 


contollo 




saccarosio* 


saccarosio* 


N* U.F.C. 


N* U. F. C. 


micro- 




dopo 24 h 


dopo 1 sett 


dopo 24 h 


dopo 1 sett 


scopico 




negativo 











r concentrazione Saccarosio 9.25% (isotonico) 



Esempio 5 

Lieviti modificati per la incorporazione di acido ascorbico e 
stabilizzazione termica 

Viene ripetuta T incorporazione come nell'esempio 1, con in piu la 
stabilizzazione termica del lievito modificato. 

Fase I) - 30 g di pasta di lievito (contenenti 10 g dl lievito secco) di 
Saccaromyclies cerevisiae, disponibile commercialmente, vengono 
sospesi in 170 g di una soluzione ipertonica di NaCI 2,0M (116,88 g/l di 
sodio clomro e 29,41 g/l di trisodio citrato 2H2O) e mantenuti a 25''C per 
6 ore sotto leggere agitazione. 

Fase II) - Le cellule risultano gia inattivate dal trattamento iperosmotico 
della fase I) e quindi non d stata necessaria una ulteriore inattivazione 
mediante sistemi chimico-fisici. 

Fase III) - Dalla sospensibne ottenuta alia fase I) viene preievata una 
aliquota di 80 g e questa viene centrifugata a 4000 giri/min per 15 
minuti. Si lava it centrifugato ottenuto con 80 ml di soluzione isotonica di 
acido ascorbico (59.4 g/l), si recuperano le cellule che vengono riportate 
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a 80 g con soluzione isotonica di acido ascorbico. 
Si mantiene la sospensione per 6 ore a 25'*C sotto leggera agitazione. 
Le cellule ottenute possono essere conservate sino al momento deiruso 
o testate per la quantita di acido ascorbico che e penetratd nelle cellule. 
Test analitico delle sospensioni ottenute 

Le sospensioni come precedentemente ottenute sono state testate per 
verificare la quantity di acido ascorbico che si e accumuiato nelle cellule. 
Fase iV) - La sospensione ottenuta alia fase III) viene centrifugata a 
10000 giri. II centrifugato viene lavato 2 volte con soluzione isotonica di 
sodio cloruro (0,9%) mantenendola in sospensione per 10 minuti prima 
della centrifugazione. Si essicca il centrifugato su essicante gelicagel 
(gel di silica) sotto vuoto a temperatura amblente. 

Fase V) - 1 g di lievito essiccato (A) tal quale ed l1 g cJi lievito essiccatd " 
(B) riscaldato per . 1 5 minuti a 120X^vengono trattati con 10 ml di 
soluzione ipertonica come alia fase ::l). P§t.conlpletare la spremitura 
osmotica si mantiene la sospensione sotto leggera agitazione per 6 ore 
a 25"C. 

Fase VI) - Si determina Tacido ascorbico presente nelle acque di 
lavaggio per HPLC. 

Fase VII) - Determinazione della vitality delle cellule 
Si precede con una piccola parte (1 g) dei centrifugati ottenuti nella fase 
IV) per gli accertamenti della vitality delle cellule, utilizzando la teenica 
microbiologica di fermentazione di saccarosio in soluzione isotonica a! 
9,25% e la conta dei germi vital! con Platecourt agar 
Dati Quantitativi: (Prova 5NC) 
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Fase I Trattamento con soluzione ipertonica 



Prova 


Ceppo 


soluzione 


Goncentr. 


tempo 


temperatura 




S.Cerevisiae 


jpertonico 


NaCI 








Pesata [gJV 


Pesata [g] 


l%] 


lore] 






15,00 


185,00 


11.69 


6 


25 



*/ Pesata sul tal quale 

Fase III Trattamento con soluzione isotonica dl acido ascorbico 



Prova 


centrifugato 


lavato con 


centrifugato 


aggiunto 


tempo 


tempera 
tura 






• acasco Isot 




acasco isot 




termost 
atato 




Pesata [g] 


Pesata [g] 


Pesata |g] 


Pesata [g] 


lore] 


rc] 




9,52 


70.48 


12,81 


67,19 


6 


25 



Fase IV Lavaggio con soluzione isotonico di NaCI (0,9%) ed 
essiccamento 



Prova 


centrifugato 


lavato>1con 


centrifugato 


lavato-2 con 


centrifugato 


lievito 






NaCI isoL 




Naa isot 




essiccat 

0 




Pesata [g] 


Pesata [g] 


Pesata [g] 


Pesata [g] 


Pesata [g] 


Pesata 

[giv 




10.86 


69.14 


10,77 


69.23 


10.85 


2.81 



V perdita causata dal trasferimento in capsula di essiccamento 

Fase V Trattamento con soluzione ipertonica per liberare l*ascorbato 
incorporato 



Prova 


lievito 


soluzione 


tempo 


temperatura 




essiccato 


ipertonico ad 




termostatato 
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Peseta [g] 


Pesata fe) 
11.00 


lore] 


rc] 




1.17 


6 


25 




1.00 







Fase VI Elaborazione datifanalitlei^^di^MRlsfC 

Prova : prodott&^essiccato sotto vuoto su silicagel 

soluz. finale acque di lavaggio 



Area Std. 




Standard m 


5NC-C-A 


5NC-1-A 


5NC-2-A 






area ^ 






r3-1-1-1"r097-- 












3187,771 


Oiluizione 


0,000500 


0.4500 


0.0200 


0,0200 




3182^9. 


mg/mliii^ 


59a 


A®ri'60952 




0.«1:461S1S 


r 




Pes0;yqui£|d! 




lOfOO 










PSsjo lievitol 

t 




^ i.17 









lavaggi precedentisContsoiuzlonerfisi6lQgica^di sodioicloruro ^ 
soluz. finale acque di lavaggio 



mg C/ml 


0,16 


1.452 


0,147 




mgC/g*) 


1,38 









6 stato evidenziato in grassetto. 

Prova :^ pnodottor^essiccato sotto vuoto^su siliWagojjkdopO'^riscaldamento 
a 12O-0:per.«15irfninuti«r 

soluz. finale 



Area Std. 




Standard 


6NC-C-B 
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3176,883 


area 


3182,274 


6305,303 




3187.771 


Diluizione 


0,000500 


0.450 




3182.169 


mg/ml 


59.4 


0,131 






Peso Itquido 




10.00 






Peso lievilo 




1.00 






soiuz. finale 



mg C/ml 


0,13 


mgC/g*) 


1.31 



*) la quantitd di ac.ascorbico liberate da 1g di lievito sul secoo per spremitura osmotica 
6 stato evidenziato in grassetto. 

Fase VII Risultati delle attivitd biologiche 



Prova 


fermentaz. 


fermentaz. 


lieviti vivi 


lieviti vivi 


contollo 




saccarosio* 


saccarosio* 


N- U. F.C. 


N- U. F. C. 


micro- 




dope 24 h 


dopo 1 sett 


dopo 24 h 


dopo 1 sett 


soopico 




negativo 











Esempio 6 

Lieviti modificati per la incorporazione di acido ascorbico in soluzione 
isotonica 

Fase 1) 30 g di pasta di lievito come nell'esempio 5, vengono scloiti in 
soluzione acquosa ed il lievito inattivato per via dermica, a 65**C per 30 
minuti. 
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Fase 2) le cellule inattivate vengono risospese in mezzo isotonico (80 
ml) di NaCI 0,9% comprendente i'acido ascorbico (59,4 g/l) da 
incorporare; 

Fase 3) si lasQia«%otto agi^azi0neiper*6O OFe^nelle.rstess 
altri esempi, 

Fase 4) aMeFmine»si centrifugarcome^neglivattFi^eseriTfipi^^ 
Fase 5) si tampona con una soluzione di glutaraldeide airi%, come 
stabilizzante per le cellule, e quindi fermare o limitare la perdita 
(fuoriuscita) deiracido ascorbico dalla cellula. 



Dati Quantitativi: (Prova 6NC) 
Elaborazione dati analitici di HPLC ^ 
Prova GN©^^ 

soluz^finalejiM 



acque«cli«lavagg|C!|lHi^ 



Area»StdI%- 




Standard mm 


6NGiG-=A'* 


»6N©^1-Aa 


p.; 






areanii^ 


1786,532 


^iiM'ltia 


Sl58;8Sta 






1789.040 


Diluizione 


0,001 


0,900 


0,0200 






1786,845 


mg/ml 


51,7 


0,038 


3,124 








Peso liquido 




76,00 










Peso lievito 




4,00 









soluz^finale.vir 



acquevdi lavaggiQiii** 





O,038« 


3,124>* 






mgC/g*) 


0.717 









) la quantity di acascorbioo lib rato da 1g di li vito sul secoo per spremitura osmotica 
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6 stato evidenziato in grassetto. 

/ Risultati delle attivita biologiche 



Prova 


fermentaz. 


femientaz. 


lieviti vivi 


lieviti vivi 


contollo 




saccarosio* 


saccarosio* 


N* U. F, C. 


N' U. F. C. 


micro- 




dopo 24 h 


dopo 1 sett. 


dopo 24 h 


dopo 1 sett 


scopioo 


6NC 













Esempio 7 

Le cellule ottenute dalla fase III) di ciascuno degli Esempi 1-6 vengono 
tamponate usando formaldeide. 

Si prepara una sospensione con 10 g di cellule per 100 ml di acqua e si 
mantiene sotto agitazione aggiungendo 5 ml di una soluzione di HCHO 
diluita 1:10 ml. Si continua Tagitazione per 2 ore, si lavano le cellule con 
acqua, per centrifugazione, per eliminare I'eccesso di HCHO del non 
reagito. 

II trattamento eseguito su porzioni di lieviti incorporati ottenuti dagli 
esperimenti precedent! ha consentito di incrementare la quota di 
princlpio attivo all'lnterno della cellula del 15% mediamente, riducendo 
nel contempo la quota rilevabile nei lavaggi per il quantitative 
corrispondente. 
Esempio 8 

Le cellule ottenute dalla fase III) di ciascuno degli Esempi 1-6 vengono 
tamponate usando glutaraldeide 

Si prepara una sospensione con 10 g di cellule per 100 ml di acqua e si 
tratta con 1 ml di una soluzione di glutaraldeide airi%. Si lascia reagire 

39 



1918PTIT Notarbartolo & GSrvasi S.p.A. 

per 5 minuti, sotto agitazione. 

Si lavano le cellule con acqua, per centrifugazione, per eliminare 
reccesso di glutaraldeide non reagito 

II trattamento eseguito su porzionh^di lieviti incorporati ottenuti dagli 
esperimenti precedent! ha consentito di inerementare^ la quota di 
principio attivo airinterno della cellula del 25% mediamente. riducendo 
nel contempo la quota rilevabile nei lavaggi per 11 quantitativo 
corrispondente 
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RIVENDICAZIONI 

1. Microrganismo inattivato comprendente uno o piCi sostanze solubili 
e/o solubilizzabili ad attivita farmacologica e/o sostanze nutrizionali 
ad attivita farmacologica. 

2. Microrganismo secondo la rivendicazione 1, caratterizzato da! fatto 
che detto microrganismo e Saccaromyces cerevisiae. 

3. Microrganismo secondo le rivendicazioni 1-2, caratterizzato dal fatto 
che detta sostanza solubile e/o solubilizzabile ad attivita 
farmacologica d ossitetraciclina. 

4. Microrganismo secondo le rivendicazioni 1-2, caratterizzato dal fatto 
che detta sostanza solubile e/o solubilizzabile ad attivita 
farmacologica e sulfidimetossina sodica. 

5. Microrganismo secondo le rivendicazioni 1-2, caratterizzato dal fatto 
che detta sostanza solubile e/o solubilizzabile ad attivitd 
farmacologica e un vaccino. 

6. Microrganismo secondo le rivendicazioni 1-2. caratterizzato dal fatto 
che detta sostanza nutrizionale ad attivita farmacologica e acido 
ascorbico. 

7. Microrganismo secondo le rivendicazioni 1-2, caratterizzato dal fatto 
che detta sostanza nutrizionale ad attivita farmacologica d la vitamina 
B12. 

8. Microrganismo comprendente una o piu sostanze solubili e/o 
solubilizzabili ad attivita farmacologica e/o sostanze nutrizionali ad 
attivita farmacologica secondo le rivendicazioni 3-7. 

9. Microrganismo secondo le rivendicazioni 1-7, comprendente sostanze 
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nutrizionali ad attivita farmacologica quali componenti di qualsiasi 
alimento o bevanda per uso umano o animale. 

10. Microrganismo secondo la rivendicazione 10, dove detto alimento e 
specificp peri pesci. 

11. Microrganismo secondo la rivendicazione 11, dove detto alimento e 
specifico per le prime fas! della crescita dei pesci. 

12. Microrganismo secondo le rivendicazioni 10-11, dove detta sostanza 
nutrizionaie e acido ascorbico 

13. Composizione alimentare comprendente una quantita efficace di uno 
o piu organismi inattivati secondo le rivendicazioni 1-12. 

14. Uso di uno o piumicrorganismi inattivati secondo Je rivendicazioni 1- 
12, neiralimentazione umana o veterinaria. 

15. Uso dei microrganismi secondo le rivendicazioni" 1-12, come 
componenti di mangimi o premix in zootecnia#: 

16. Uso secondo le rivendicazioni 10-12 per Talimentazione dei pesci: 

17. Processo per la preparazione di microrganismi inattivati 
comprendenti uno o piu sostanze solubili e/o solubilizzabili ad attivita 
farmacologica e/o sostanze nutrizionali ad attivita farmacologica 
secondo le rivendicazioni 1-12, comprendente seguenti le fasi: 

i) fuoriuscita della massa endocellulare di un opportuno 
microrganismo, mediante trattamento iperosmotico, e 
separazione della massa endocellulare fuoriuscita; 

ii) eventuate inattivazione del microrganismo ottenuto alia fase i) 
per via chimica o fisica, lasciando inalterata la membrana 
esterna del microrganismo stesso; 
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iii) inserimento intracellulare di uno o piii sostanze solubili e/o 
solubilizzabili ad attivita farmacologica e/o sostanze nutrizionali 
ad attivita farmacologica nel microrganismo inattivato ottenuto 
alio stadio 1) o ii) mediante trattamento ipo- o isoosmotico. 

18. Processo per la preparazione di microrganismi inattivati secondo le 
rivendicazioni 1-12, caratterizzato dal fatto che: 

la fuoriuscita della massa endocellulare della fase I) e ottenuta mediante 

ipertonicita della sostanza farmacologicamente attiva; 

avviene Teventuale inattivazione per via chimica o fisica del 

microrganismo; 

e detta sostanza farmacologicamente attiva gia presente in soluzlone 
penetra nel microrganismo nella fase (iii) con il cambiamento della 
soluzione a ipo- isotonicita. 

19. Processo per la preparazione di microrganismi inattivati descritti alle 
rivendicazioni 1-12, secondo le seguenti fasi: 

1) si inattiva il microrganismo per via dermica, a 60-65 ""C per 30-120 
minuti; 

2) si risospendono le cellule del microrganismo inattivate in mezzo 
isotonico comprendente il principio attivo da incorporare; 

3) si lascia sotto agitazione per 48-72 ore; 

4) al termine si centrifuga; 

5) eventualmente si effettua la fase di tamponamento con formalina e/o 
glutaraldeide. 

20. Processo secondo le rivendicazione 17-19, caratterizzata dal fatto 
che detto trattamento iperosmotico e ottenuto mediante una soluzione 
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ipertonica comprendente: 

■ NaCI in cxincentrazioni superiori a 0,2M; 

■ eventual mente sodio citrato 0,03 - 0,07M. 

21. Processo secondo le rivendicazioni 17-19. in cul detto trattamento . 
ipoosmotico e ottenuto mediante una soluzioneipotonica^eomprendente: 

■ NaCI in concentrazioni Inferiori a 0,1 2M; 

■ eventualmente citrato di sodio in concentrazioni inferiori a 0.025M. 

21. Processo secondo le rivendicazioni 17-19. in cui detto trattamento 
isotonico e ottenuto mediante una soluzione isotonica Nad 0.9%. 
eventualment ecomprendente sodio citrato 0,025M. 

22. Processo secondo le rivendicazioni 17-21, in cui 

■ detta soluzione ipertonica § NaGI. 2iOM. e sodio citrato 0^05M; 

■ detta soluzione ipotonica 6 Nacl O.OSKI e sodio citratp:0.005Tt* 

23. Processo secondQMe'*niver»di6azi0ni*'1.,7'2i1iV in cut*;- 

■ detta detta soluzione-ipeilonjca 6 NaGI 2.0M. e sodio citrato .0.O5M;. 

■ detta soluzione isotonica 6 Nad 0.9% e sodio citrato 0.025M. 
(MAT) 



Milano, li 22 Aprile 1998 



p. ECOSER Sri 
II Mandatario^ 




)r. Diego PallinI 
NOTARBARTOLO & GERVASI S.p.A. 
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